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B4) Gene recombinant codant pour un facteur basique de croissance des fibroblastes et tedrt facteur. 



{^7} L'invention conceme un gene recombtnant comportant 
une sequence dADN codant piour un facteur basique de 
croissance des fibroblastes. 

Ce gene code pour une proteme dont ta sequence com- 
prend une premise sous-s^uence : 

X AlaAiaGLySer 

Ue'h''TfTrLeu<*rctvaweuPra5vo*ss3lyG;vSe'G:yAL5F.':e*«-oPrcGLyKis 
Phei,ys*5oProi.ys*i-=-ejTy<-CysLysftsrS;yGLvPne??»eLeaArgIte«isPro 
* sdG i yA rg va I a soG ly»fa».ArcCluLysSe-A£cr? rcH i s 1 1 e^y sceuG I nLeuGln 
ALaGluGLuAr9GLyVa;V3lSeriiei.ysSiyva.Cy5ALaAsnArcryrt.euALaner 
LysGloAspGlyArgLeuLeuAlaSerLysCysifE:T?trAscGl«CysP?Je»hePheSlu 
ArgLeilGLuSerAsnAs-TyrAsnThrTyrArcSerArgLysTyrThrSerTroTyrVat 
A laLeut ysA rgTh rG I yG I oTy rLy sLeaG I y Se -Ly sTn ^G : y PrcG lyG InLy sA I a 
1 1 eueuPheLeuProKe t SerA ia- )r s S€ ' 

dans laqueOe X reprgsente Tun quelconque des vingt addes 
amines du code g^n^tique. 

en amont de cette sous-sequence une deuxieme sous-se- 
quence constitute de I'ensemble ou d'une partte tronquee 



-dans sa partie amont et comportant plus de deux ackles 
amines de la suite : 

LeuGLyAsDArgGlyArgGLyArgAlaLeuProGlyGlyArgLeuGlySlyArgGlyArs 
GlyArgAlaProG luArgVa LGi. yG lyArgGlyArgGLyArgGlyThrAUALaProArg 
A taA L aP roA I aA La Ar oG t ySe r ArgProG LyProA laGlyThr 

et en amont de cette deuxieme sous-sSquence eventuellemerrt 
une methionine. 



D 
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Gene recombinant codant pour un facteur basique de croissance des 
f ibrcblastes et ledit facteur. 

La presente invention concerne un nouveau gene recombinant 
comportant une sequence d'ADN codant pour un facteur basique de 

05 croissance des f ibroblastes, un vecteur d*expression portant ce 
gene, des cellules euraryotes et des microorganismes procaryotes 
contenant ce vecteur, un nouveau facteur basique de croissance des 
fibroblastes d'origine humaine obtenu a I 'aide de ce g&ne ainsi 
qu 'un nouveau medicament contenant ce facteur. 

10 Le facteur basique de - croissance des fibroblastes 

Cci-apres parfois abrege CbFGF) est un puissant mitogene qui sti- 
mule la croissance de ncr^breux types de cellules derivees du meso- 
derme et du neuroectcderme, en parti culier cetle des cellules 
endotheliales provenant soit de vaisseaux importants soit de capil- 

15 laires. (D. Gospcdarovicz et al. (1986), 46, 187-204), Son activite 
angiogenique en fait une proteine interessante en tant que principe 
actif de medicaments, en particulier ceux destines a stimuler la 
regeneration des tissus endommages a la suite de blessures ou de 
brulures- (J-M. DAVIDSON et aU, J.C.B. (1985), 100, 1219-1227). Ce 

20 facteur presente probablement egalement un interet dans le 
traiteroent de IMnfarctus du myocarde CCf. les brevets americains 
4 296 100 et 4 378 347) et dans celui des desordres neurologiques 
degeneratifs tels que la maladie de Parkinson ou d'Alzeimer 
(P. WALICKE et aU (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 83, 

25 3012-3016). 

Pour ces applications, il parait souhai table de disposer 
d'une quant ite importante de facteur basique de croissance des 
fibroblastes d'origine humaine (ci-apres parfois abrege hbFGF). 

Celui -ci est present dans de nombreuses sortes de 

30 cellules humaines, notamment celles d'organes tels que le cerveau, 
l*hypophyse, I' hypothalamus, les reins, les glandes surrenales, le 
thymus, la prostate, de phagocytes tels que les macrophages, de 
tissus tels que le placenta et le cartilage et de tissus matins 
tels les chondrosarcomes, les roelanoraes et les hepatomes. Ce 

35 facteur est - semble-t-il d'apres les caracterisations effectuees 
apres isolement de ce dernier a parti r de diverses sources - une 
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proteine existant sous plusieurs formes d'activite biologique 

t 

semblafale, qui presentent La meme sequence du cote carboxytenninal 
mais different par Leur nombre total d'acides amines. Des formes de 
154 et 157 acides amines ont ainsi ete isolees a partir 

05 respect ivement du cerveau, de la prostate et du placenta. 
(D. Gospodarowicz et al. (1986) Hoi. Cell- Endocrinal 46, 187-204 
et D- KOSCATELLI (1988) Biochimie, 70, 83-87). 

Devant les quantites insuf f isantes de facteur basique de 
croissance des fibroblastes isolees a partir de cellules humaines 

10 et les risques de contamination, notamment par les virus du si da ou 
de L' hepatite, il existe un besoin pour des outi Is et des techni- 
ques de genie genet i que perraettant de s*affranchir de ces 
incon\/enient5- Certains de ceux-la sont deja connus : des plasrai des 
recombinants codant pour les formes de 146 et 154 acides amines ont 

15 ainsi deja ete exprimes dans Escherichia coli et dans d'autres 
cellules aninales (Cf., en parti culier, les demandes de brevet 
EP-A0237966 et WO-87 01728). 

La der^anderesse a construit une bibliotheque d'ADNc a 
partir des ARM messagers de la lignee cellulaire d'hepatome 

20 SK-HEP1, de laquelle elle a isole, a l*aide de sondes nucleotidi- 
ques const ruites sur la base des sequences du hbFGF deja connues, 
puis sequence un ADKc codant pour le hbFGF. Par mutagenese et 
utilisation de plasmides recombinants, elle a mis en evidence in 
vitro et in vivo I' existence de hbFGF comportant plus de 157 acides 

25 amines. Cette nise en evidence n'aurait pas ete realisable sur la 
base des deux autres sequences non strictement identiques deja 
publiees de I'ADNc du hbFGF (J. ABRAHAM et al. (1986) EHBO J,, -5, 
2523-2528 et T. KUROfCAWA et al- (1987) Febs, 213, 1., 189-194), 
Cette mise en evidence a permis de const rui re un . nouveau gene 

30 recombinant codant pour un nouveau facteur basique de croissance 
des fibroblastes d'origine humaine hbFGF de sequence plus Longue 
dans sa partie amino terminale que eel les des hbFGF deja connues et 
presentant une activite biologique interessante. 

L* invention concerne done un gene recombinant comportant 

35 une sequences d'ADN codant pour un facteur basique de croissance 
des fibroblastes, ^caracterise en ce que celle-ci code pour une 
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proteine dont la sequence comprend une preniere sous-sequence : 

X AlaAlaGlySer 

ILeThrThrLeuProALaLeuProGLuAspGlyGlySerGlyAlaPheProProGLyHis 
05 PheLysAspProLysArgLeuTyrCysLysAsnGLyGlyPhePheLeuArglleHisPro 
AspGlyArgVaLAspGlyVaLArgGLuLysSerAspProHisILeLysLeuGlnLeuGIn 
ALaGluGluArgGLyValValSerlLeLysGLyValCysALaAsnArgTyrLeuALaMet 
LysGLuAspGLyArgLeuLeuALaSerLysCysValThrAspGluCysPhePhePheGLu 
ArgLeuGLuSerAsnAsnTyrAsnJhrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVaL 
10 AlaLeuLysArgThrGLyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGLyProGLyGLnLysALa 
1 1 eLeuPheLeuP roHe t Se r A I at y s Se r 

dans laqueLLe X represcnte L'un queLconque des vingt acides amines 
du code genet! que, 

15 en amont de cette sous-sequence, une deuxieme sous-sequence cons- 
tituee de I'ensenble ou d'utie par tie tronquee dans sa partie amont 
et comportant plus de deux acides amines de la suite : 

LeuGlyAspArgGlyArgGlyArgAlaLeuProGLyGlyArgLeuGlyG lyArgGlyArg 
20 GlyArgAlaProGLuArgVaLGLyGlyArgGlyArgGlyArgGLyThrALaAlaProArg 
AlaALaProAlaAlaArgGlySerArgProGlyProAlaGlyThr 

et en a;nont de cette deuxieme sous-sequence eventuellement une 
methionine. 

25 De preference X est un acide amine connu pour ne pas 

modifier radicaleraent la fonction d'une proteine Lorsqu'iL est 
substitue a la methionine. De tels acides amines sont -en 
particulier la methionine, la valine, la leucine et IMsoleucine. 

A cause de la degenerescence du code genetique, il existe 

30 L*n grand nombre de sequences d'ADN codant pour des proteines dont 
les sequences repondent aux formules donnees ci-dessus. Pour 
diminuer le travail de construction du gene, on choisira de 
preference une sequence d'ADN ne different de celle du gene sauvage 
que par quelques nucleotides. Une telle sequence, parti culierement 

35 appreciee pour une expression du gene dans les cellules eucaryotes, 
est celle qui comprend une premiere sous-sequence : 
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W^W2W^GCAGCCGGGA6C 

ATCACCAC6CTGCCC6CCTT6CCCGAG6ATG6C6GCA6C6GC6CCTTCCC6CCC66CCAC 
TTCAAGGACCCCAA6C6GCTGTACTCCAAAAACG66GGCTTCTTCCT6C6CATCCACCCC 
6ACGGCCGAGTT6AC66GGTCCG66A6AAGA6CGACCCTCACATCAAGCTACAACTTCAA 
05 GCAGAAGAGAGA6GA6TTGTGTCTATCAAAGGAGTGTGTGCTAACCGTTACCTGGCTATG 
AAG6AAGAT6GAAGATTACTGGCTTCTAAATGTGTTACGGATGAGTGTTTCTTTTTT6AA 
CGATT6GAATCTAATAACTACAATACTTACCGGTCAA6GAAATACACCAGTTGGTATGTG 
GCACTGAAAC6AACT6G6CAGTATAAACTTGGATCCAAAACAGGACCTG6GCA6AAAGCT 
ATACTTTTTCTTCCAAT6TCTGCTAAGAGCTGA _^ 

10 

dans LaqueLLe W^, W^, representent un codon susceptible d'etre 
traduit en methionine, valine, leucine ou isoleucine, une deuxieine 
sous-sequence, 

en amont de la premiere, const it uee de I 'ensemble ou d'une partie 
15 tronquee dans sa partie amont d'un norabre en tier de codons et 
comport ant plus de deux codons de la suite : 

CTGGGGGACCGCGGGCGC6GCCGCGCGCTGCCGGGCGGGAGGCTGGGGG6CCGGGGCCGG 
GGCCGTGCCCCGGAGCGGGTCG6AGGCCGGGGCCGGGGCCGGGG6ACGGCGGCTCCCCGC 
20 6C6GCTCCAGCGGCTCGG6GATCCCG6CCGGGCCCCGCAGGGACC 

et en amnt de cjette dsuxienB sous-sequence eventuellenEnt un codbn ATG. 

Une sequence de ce type particulierement appreciee est 
celle dans laquelle la deuxieme sous-sequence est L'une des 
25 sous-sequences ci-apres : 

GGGGACCGCG6GCGCGGCCGCGCGCTGCCGGGCGGGAGGCTGG6GGGCCGGGGCCGG • 
66CCGT6CCCCG6AGCGGGTCGGAGGCCGGGGCCGGGGCCGGGG6ACG6CGGCTCCCCGC 
6CGGCTCCAGCGGCTC6GGGATCCC6GCCG6GCCCCGCAGGGACC 



30 



el 



35 



GGGGGCCGGGGCCGG 

GGCCGTGCCCCGGAGCGGGTCGGAGGCCGGGGCCGGGGCCGGGGGACGGCGGCTCCCCGC 
6CG6CTCCA6C6GCTC6G6GATCCCGGCCGGGCCCCGCA6GGACC 
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Pour une expression du gene dans les microorganismes 
prccaryotes, U est souhaitable de inodHier- par rapport au gene 
Sciivage certains codons enuironnant Le codon d' initiation ATG. Une 
secjuence appreciee pour une expression dans Escherichia coli est 
05 par exempLe la suivante : 

AT6G6TGACCGTGGTCGTGGTCGCGCGCT6CCGGGCGGGAGGCTGGGGGGCCGGG6CCGG 
GGCCGTGCCCCGGAGCGGGTCGGAGGCCGGGGCCG6GGCC6GGGGACG6CGGCTCCCCGC 
GCGGCTCCAGCGGCTCGGGGATCCCGGCCG6GCCCCGCAGGGACCATGGCAGCCG6GAGC 

10 ATCACCAC6CTGCCCGCCTTGCCCGAGGAT6GC6GCAGCGGC6CCTTCCCGCCC6GCCAC 
TTCAAGGACCCCAAGCGGCTGTACTGCAAAAACGGGGGCrrCTTCCTGCGCATCCACCCC 
GAC6GCCGAGTTGACGG6GTCCG66A6AAGAGCGACCCTCACATCAAGCTACAACTTCAA 
GCAGAAGAGAGAGGAGTTGTGTCTATCAAA6GAGTGT6T6CTAACCGTTACCTGGCTATG 
AA6GAAGATG6AA6ATTACTGGCTTCTAAATGTGTTACGGATGAGT6TTTCTTTTTTGAA 

15 CGATTGGAATCTAATAACTACAATACTTACCG6TCAAG6AAATACACCAGTTGGTATGTG 
GCACT6AAACGAACTGGGCA6TATAAACTT6GATCCAAAACAGGACCT6GGCAGAAAGCT 
ATACTTTTTCTTCCAATGTCTGCTAAGAGCTGA 

L' invention, concerne egaleroent un vecteur d* expression 

HG Q^i porte, avec les moyens necessaires a son expression, Le gene 
recombinant defini precedemmeat . 

Pour une expression dans les microorganismes procaryotes, 
en particuLier dans Escherichia coli. La sequence codante doit, etre 
inseree dans un vecteur d'expression ccmportant notarament un 

25 prcr.oteur efficace, suivi d'un site de fixation des ribosonies en 
ar.ont du gene a exprimer, ainsi qu'une sequence d'arret de 
transcription efficace en aval du gene a expriraer. Ce plasmide doit 
ecalement comport er une origine de replication et un niarqueur de 
selection* Toutes ces sequences doivent etre choisies en fonction 

30 de la cellule hote. 

Pour une expression dans Les cellules eucaryotes, 
notamment dans les cellules d'ovaires de hamster chinois CHO, la 
sequence codante est inseree dans un plasmide (par exemple derive 
da pBR 322) . conportant notannnent deux unites d'expression, Une 

35 - premiere unite dans laquelle est insere Le gene dMnteret devant un 
prorooteur efficace (par exemple le proraoteur.precoce de SVAO), La 
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sequence autcjr de I'ATG d' -initiation est de preference chcisie en 
foncticn de La sequence consensus decrite par KOZAK (M. KOZAK 
(197S> Cell.^ 15, 1109-1123). Une sequence intronique, par example 
I'intron de L'oc-gLobine de sour is, peut etre inseree en amont du 
gene dMnteret ainsi qu'une sequence comportant un site de 
polyadenylation, par exerupLe une sequence de polyadenyLation du 
SV40, en aval du gene d'interet. La deux i erne unite *d" expression 
compcrte un taarqueur de selection (par exempLe une sequence d'ADN) 
codant pour La dihydrof elate reductase Cenzyme ci-apres abregee 
DHFR), Le plasrnide est transfecte dans des cellules eucaryotes, 
par exer:pLe les cellules CHO DHFR Ciricapables d'exprimer la 
DHFR). Une Lianee est selectionnee pour sa resistance au 
rrethotrexate et exorinie a un niveau suffisant le gene d'interet. 

L' invention concerne aussi un nouveau facteur basique de 
croissartce des fibroblastes caracterise en ce que sa sequence 
cc:r:prend une preriiere sous-sequence : 

X AlaAlaGLySer 

IleThrThrLeuProAlaLeuProGluAspGlyGLySerGLyAlaPheProProGlyHis 
PheLysAspProLysArsLeuTyrCysLysAsnGlyGlyPhePheLeuArglleHisPro 
AspGlyArgValAspGlyValArgGluLysSerAspProHisIleLysLeuGlnLeuGln 
AlaGluGluArgGlyValValSerlleLysGiyValCysAlaAsnArgTyrLeuAlaMet 
LysGluAspGlyArgLeuLeuAlaSerLysCysValThrAspGluCysPhePhePheGlu 
ArcLe-jGluSerAsnAsnTyrAsrJhrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 
ALateuLysArgThrGlyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGlyProGlyGlnLysAla 
I leLeuPheLeuProMetSerAlaLysSer 

dans laquelle X represente L'un quelconque des vingt acides amines 
du coce genet i que, 

en amont de celle-ci une deuxieme sous-sequence constituee de 

L 'ensemble ou d'une partie tronquee dans sa partie amont et 

comportant plus de deux acides amines de la suite : 

LeuGlyAspArgGlyArgGlyArgAlaLeuProGlyGlyArgLeuGtyGlyArgGlyArg 
GlyArgAlaProGluArgValGlyGlyArgGlyArgGlyArgGlyThrALaALaProArg 
AlaAlaProAlaAlaArgGlySerArgProGlyProALaGlyThr 
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et en aniont de cette sous-sequence eventuellenent une methionine. 

De preference ce facteur a une sequence const ituee de 
L'une ou I 'autre des sequences ci"apres : 

05 GLyAspArgGlyArcGLyArgALaLeuProGlyGLyArgLeuGlyGlyArgGlyArg 
GlyArgALaProGLuArgVaLGlyGLyAraGLyArgGLyArgGlyThrAlaAlaPrdArg 
AlaAlaProALaAlaArgGLySerArgProGLyProAUGLyThrMetAlaAlaGlySer 
ILeThrThrLeuProAlaLeuProGLuAspGlyGlySerGlyALaPheProProGlyHis 
PheLysAspProLysArgLeuTyrCysLysAsnGlyGlyPhePheLeuArglLeHisPro 

10 AspGLyArgVatAspGlyValArgGluLysSerAspProHlsIleLysLeuGlnLeuGLn 
ALaGLuGLuArgGlyValVaLSerl LeLysGlyValCysALaAsnArgTyrLeuAlaMet 
LysGluAspGLyArgLeuLeuALaSerLysCysVaLThrAspGLuCysPhePhePheGlu 
ArgLeuGLuSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVaL 
ALaLeuLysArgThrGlyGlnTyrLysLeuGLySerLysThrGLyProGLyGlnLysAla 

15 IleLeuPheLeuProKetSerAtaLysSer 



et 



GlyGlyArgGlyArg 

20 GLyArgAlaProGluArgVaLGlyGlyArgGLyArgGlyArgGLyThrAlaALaProArg 
AlaAlaProAlaAlaArcGlySerArgProGLyProALaGLyThrWetAlaAlaGlySer 
IleThrThrLeuProAlaLeuProGluAspGLyGLySerGLyALaPheProProGlyHis 
PheLysAspProLysArcLeuTyrCysLysAsnGLyGlyPhePheLeuArglLeHisPro 
AspG lyArgVa I AspG lyVa L ArgG LuLysSerAspProHi si leLy sLeuGlnLeuGln 

25 ALaGLuGluArgGLyValVaLSerlleLysGlyValCysAlaAsnArgTyrLeuALaHet 
LysGluAspGlyArgLeuUeuAlaSerLysCysValThrAspGluCysPhePhePheGlu 
ArgLeuGluSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 
ALaLeuLysArgThrGlyGLnTyrLysLeuGlySerLysThrGLyProGLyGlnLysAla 
lleUeuPheLeuProMetSerAlaLysSer 

30 

precedee eventuellement d'une methionine. 

L* invention a egalement trait au medicament contenant le 
facteur basique de croissance des fibroblastes defini ci-dessus. 

L* invention sera mieux comprise a L'aide des exempt es 

35 ci-apres : 
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EXEr-:?i.E 1 : Caracten'sation de formes de haut poids noLeculaire du 
hbFGF 

1) Isclation de l*ADNc 

line banqLie d'ADNc a ete produite dans Escherichia coli HC 
1061 par insertion de L'ADNc synthetisd a partir de L'ARNm extrait 
des cellules SK-HEP1 dans le vecteur pUC 9 (Pharnacia). La 
preparation de I'ARrj a ete effectuee comfae I'a decrit Cathala et 
aU (1). La ccnstr-jction des molecules d'AOW recombinant a ete 
realisee suivant la technique de I ^"aciorce-adaptateur" C2) . Cette 
stratecie de cLonage utilise deux oligonucleotides 
synt^etiques partielLenent compleraentai res. Le premier appele 
"amorce" perrret la synthese de I'ADNc. Le deuxier:e 
oLicsr.urcleotide appele "adaptateur", en presence de I'ADNc simple 
brin polycyticinyle a son extremite 3', s'apparie a I '"amorce" 
generant a I'extrenite 5' de L'AONc un site de restriction 
"ouvert" (voir Fig. 1). De telles molecules d'ADNc simple brin 
peuver.t etre inse'-ees directeraent dans un vecteur plasnidique 
digere par deux enzymes de restriction dont I'une a ete 
polyg^ianiny Lee. 

La banq'je ainsi etablie et comprenant 1 x 10^ clones a 
ete etalee sur liltres de nitrocellulose a raison de 2 x 10^ 
clones par filtre. Les filtres et des repliques de ces filtres ont 
ete prepares ccrrne le decrivent Grunstein et Hogness (3). 

On a ensuite prepare en se basant sur la sequence 
nuclectidiqae dj hbFGF recerament publiee CT. KUROKAWA et al. 
C1987), 213, 189-194) deux oligonucleotides synthetiques qui ont 
servi a cribler la banque. Les conditions de marquage des 
oligonucleotides ainsi que d'hybridation et de lavage des filtres 
ont ete eel les decrites dans "Molecular Cloning, a laboratory 
nanual" de Maniatis et al. (Cold Spring Harbor Laboratory, 1984). 



(1) CATHALA et al. (1983 DNA, 2, 329-335 

(2) CAPUT et al. (1986) PNAS USA, 83, 1670-1674 

(3) GRUNDSTEIN et al. (1975) PNAS USA, 72, 3961 
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Les clones capables de s'hybrider simultaneicent avec les 
deux sondes synthetiques ont ete recherches. La frequence relative 
de ces deux derniers etait inferieure a2x10 - On a ainsi pu 
isoler le clone pUC-SKI contenant L'ADNc du hbFGF- 

05 

2) Determination et analyse de la sequence de L'ADNc 

L'ADN pLasinidique du clone pUC-SKI obtenu en 1) a ete 
purifie par la methode d'extraction alcaline. L'ADN pLasmidique a 
ete digere par les enzymes de restriction Hindlll/ PstI, ECORI et 

10 BanHI par simple et double digestion. Les fragments de restriction 
obtenus sent analyses par electrophorese sur gel d' agarose 1 %- Une 
carte d'enzyraes de restriction de I'ADNc contenu dans le plasroide a 
ete deduite (Cf. Fig. 2). 

L*ADN plasnidique a ensuite ete digere par differentes 

15 combinaisons des enzymes de restriction ci-dessus. Les fragments de 
restriction obtenus ont ete fractionnes sur gel d' agarose 1 %. 
Certains de ceux-ci ont ete extraits du gel (par la methode "Gene 
clean" CCZYME)) puis sous-clones dans le polylinker (pol/site de 
clonaGe) de I 'AON du phage M13mp18 ou H13nip19 (Pharmacia). Les 

20 sous-clones Ml 3 ainsi obtenus ont ete sequences par la methode de 
Sanger. Les sequences d'ADN ainsi obtenues pour chacun des sous- 
clones ont ete assemblees de fa^on a obtenir la sequence complete 
de I'AOfic du plasmide pUC-SKI (Cf. Fig. 3). 

Sur la base de la sequence de I'ADNc, la sequence 

25 ccnplete d'acides amines .du hbFGF peut etre deduite. La sequence de 
I'ADNc . fait apparaitre un seuL site d'initiation potentiel usiiel de 
la traduction du hbFGF : I'ATG en position 467, ci-apres appeie 
ATG 467. La sequence d'acides amines deduite a parti r de ce codon 
d'initiation correspond a la sequence du hbFGF de 155 acides 

30 amines deja connue (T. KUROKAWA et al- (1987), 213, 189-194). 

Cependant, la phase de Lecture teste ouverte (pas de 
codon de terminaison de traduction) en amont de L'ATG bien qu'aucun 
autre ATG n'apparaisse en phase. Quatre sites d'initiation 
potentiels inusuels sont a relever : Le CTG en position 302, 329 et 

35 344 ; L'ACG en position 407, en phase avec I'ATG 467. Ces deux 
codons ont dej^ ete decrits comme initiateurs potentiels de 
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tracjctiCT (S.R. HAWJ et al. (1988) CeLL, 52, 185-195 et A.C. PRATS 
(1959), J. MoL. 3ioL. (1989), 205, 0-10). La sequence de L'ADNc 
fait ccnc aparaitre QL/atre formes tongues potentieLLes de hbFGF. La 
plus Lcngue conpcrte 210 acides amines dont La sequence est deduite 

05 de I'ADMc, depuis le codon CTG en position 302 au cpdon de 
terminaiscn de traduction T6A en position 932. La sequence de 
I'ADNc est differente, en amont de I'ATG des deux autres sequences 
d'ADKc du hbFGF deja pubLiees (J. ABRAHAM et al. (1986) EKBO J. C5 
2523-2528 et T. KUROKAHA et al- (1987) Febs, 213, 1, 189-194). ELLe 

1C compcrte en effet un nucleotide supplerrentaire, a la position 463 
par rapcort a La sequence publiee par KUROKAWA et a La position 
369 par rapport a celle publiee par ABRAHAM. L'absence de L'un ou 
L' autre de ces nucleotides dephase ces codons d' initiation 
irvus-jeis Co L' exception de I'ACG pour la sequence publiee par 

15 ABRAHAM) par rappcrt a I'ATG en position 467. 

3) Transcription et traduction in vitro 

Le frac'nent de restriction d'ADMc compris entre le site 
Hindlll present en anont de I'ADNc (Cf, Fig. 1) et le site ECORI 

2C en position 1711 a ete purifie sur gel d'agarose 1 % par la methode 
de "Gene Clean" (OZYME). Ce fragsient qui contient toute la sequence 
ccdante du hbFGF a ete sous-clone entre les sites Hindlll et ECORI 
du polylinker du plasmide de transcription in vitro pSP64 (Promega 
Biotec). Le plasnide obtenu appele pSP64hbF6F est Linearise par 

25 I'enzyre de restriction ECORI puis transcrit en ARNhbFGF a L'aide 
de I'ARri polymerase SP6. 

De maniere similaire, differents ARN hbFGF ont ete 
obtenus a parti r de constructions oCi L'ADNc hbFGF sauvage a ete 
mute ponctuellement (Cf. Fig. 4). Un premier mutant ou Le codon a 

30 la position 440 (codon GGA) a ^te change en codon TGA (codon de 
terminaiscn), un second mutant ou Le codon a La position 467 (codon 
AT6) a ete change en codon GTC. Les deux premiers mutants ont et§ 
obtenjs par la technique de mutagenese dirigee par un oligonucle- 
otide synthetique (4). avec utilisation de la T4 ADN polymerase 

35 



(4) (ZOLLER H.G. 1982 Nucl. Ac. Res. , 10, 6A87-6500) 
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(Pharmacia). Un troisieme et un quatrierae mutant ont ete obtenus oO 
le codon CTG a La position 302 a ete change respect ivement en 
ccdcn TTG ou AT6. Ces deux dernieres mutations ont ete introduites 
par remplacement du fragment de restriction Xhol/NotI (position 

05 295-319) par un oligonucleotide synthetique double brin^ dans 
lequel la mutation a realiser a ete introduite. 

Chacun des ARN hbFGF obtenus in vitro a ete traduit in 
vitro dans un extrait de lysat de reticulocyte comme deer it 
ci-apres. Apres un traiteraent a la DNASEI, les ARN transcrits sont 

10 extraits deux fois avec du phenol/.chloroforne, precipites avec de 
I'ethanol et resusoendus dans de I'eau- Les ARW, a la concentration 
de 10 a 20 (jg/rnl^ ont ete traduits a une temperature de 37°C pen- 
cant une heure par utilisation d*un systerae de lysat de reticulo- 
cyte de laoin (Promeca Biotec) dilue aeux fois en presence de 0,5 a 

15 1 nCi/ml de methionine (35S) CAmersham) . Les proteines marquees 
cbtenues ont ete analysees par electrcohorese sur gel de 
polyacrylanide en presence de SDS suivie d'une autoradiographic* 

L'autoradicgramnie obtenu est represente sur la figure 5. 
La cjonst ruction avec l*ADNc hbFGF non mute fait 

20 scoaraitre, apres transcription et traduction in vitro , 3 bandes de 
proteines hbFGF de poids moleculaires approxicatifs de 18, 21 et 
22,5 kDa Cpiste 2). Le remplacement de L'ATG 467 par le codon 6T6 
acolit la synthese de La proteine de 18 kDa mais pas celle des 
proteines 21 et 22,5 kDa Cpiste 3). L' introduction d*un codon de 

25 terr.inaiscn T6A a La position 4A0 en amont de I'ATG 467 abolit les 
proteines de 21 kDa et 22,5 kDa inais pas celle de 18 kDa (piste 4), 
Ces resultats rnontrent que, d'une part, la proteine de 18 kDa est 
initiee sur I'ATG 467 et, d' autre part, que les proteines de 21 et 
22,5 kDa sont initiees en amont de L'ATG probablement sur deux 

30 ccdons d* initiation non usuels du fait qu'il n'existe pas d'autre 
ATG en phase ouverte en amont de t'ATG 467* 

Les codons, decrits ci-dessus en 2), CTG 302, CTG 329, 
CTG 344 et ACG 407 sont des codons potentiels pour initier la 
synthese des proteines de 21 et 22,5 kDa. L'environnement 

35 nucleotidique d'un site d' initiation de traduction decrit pas KOZAK 
(K. KOZAK (1978) Cell., 15 1109-1123) et la taille des proteines 
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ofcterjes in vitrc sugcerent aue te CTG 3Q2 et le CTG 344 sont pBr~ 
1 1 culiersrient de tons candicats- Le rerplacecient du CTG 302 par TTG 
redu'rt severeirent La synthese de la prcteine de 22,5 kDa Cpiste 5). 
D' autre part, Le resipLacenient de CTG 302 par AT6 entraine une aug- 
mentaticn iciportante de La synthese de La proteine de 22,5 kDa. Ces 
resuLtats montrent que La proteine de haut poids moLeculaire de 
22,5 kDa du hbFGF synthetise in vitro est initiee sur Le CTG en 
pcsiticn 302. Le CTG 344 presente Le meme environnement 
nucLeotiaique que Le CTG 302 (GA6G/CTG/GGGG>, ce qui suggere 
forterent que Le CTG 344 initie La synthese de La proteine de 
21 kDs synt heft see in vitro . 

Cette etude fait done apparaitre L 'existence et la 
caracterisaticr de forces du hbFGF de plus hauts poids moLecuLaires 
Que celLes deja decrites et caracterisees : une premiere proteine 
prnir.aire de 210 acides anines initiee sur le CTG 302 et elongee 
jusqu'au ccdon de terninaison T6A 932- Une seconde proteine 
prima: re de 196 acides amines initiee sur Le CTG 344 et elongee 
jusQu'ej riere ccccn de terninaison. 

EXEMPLE 2 : Expression d'un gene recombinant hbFGF codant pour une 
sequence de 210 acides amines dans les microorganismes 
procaryctes 
1) Const ruction du vecteur d' expression 
a) principe de fonctionnement 

Le vecteur d'origine est Le vecteur pET-3a decrit par 
Rosenberg (Rosenberg et al, (1987) 6ene> 56, 125-135) qui permet 
I 'expression selective de genes clones apres transcription de leurs 
sequences codantes par I'ARN polymerase du phage T7. Cette ARN 
pclynierase est produite par La souche E. col-i receptrice BL21/0E3 
decrite par Studier (Studier W.F. et al. (1986) J. MoL. Biol-, 189 
11 3-1 30). Cette souche contient dans son genome le gene du phage T7 
ccdant pour L'ARfJ polymerase, introduit a I'aide d'un phage X. te 
gene est sous le controle du protnoteur la cUVS de E- Coli permet 
la transcription apres induction a . I'IPTG Clsopropyl 
p-D-thiogalactoside), L'ARN polyinerase produite transcrit fortement 
et specif iquement les genes clones aux sites appropries du vecteur 
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pET-3a, sous le controLe d'un pronioteur du chace T7. L 'unite ce 
transcription est cos^pletee oar la sequence d'jn ter-inateur cu 
phage T7 placee dern'ere te gene et qui perr.et la reguLeticn de la 
forte transcription. 

05 

b) Construction du plasm de recombinant ccr'tenant le gene hfcFGF 
codant pour une sequence de 210 acides amines. 

Tous les produits de restriction des sequences decrites 
ici sont sousjis a une separation sur gel d' agarose a 1 % cu 2 X 

10 CSicJsa) en tanpon TAE Ctris acetate EDTA), sinultanement avec un 
standard de poids moteculai res. Les frac-rents d'interet sont 
purifies a partir de I 'agarose par la methcce de "Gene Clean*' 
(OZYr<£) selcn les methodss indiquees par le fcurnisseur. Les autres 
methcces employees ainsi que les compositions des tampons et des 

15 reactifs utilises sont celLes decrites dans "Molecular Cloning, a 
labcretory manual** et eel les indiquees par les fournisseurs- 

La sequence cocante du hbFGF est introduite dans le 
vecteur pET-3a, represents sur la figure 6, aux sites de 
restrictions uniques Ndel et Bar.HI. La sequence d'un terminateur du 

20 phage fd CEUJARD (1981) PWAS, 78/8, 4936-4940) est placee en aval 
de la sequence hbFGF a I 'aide de ces sites de restriction Ba.-nHI et 
Hindlll* La sequence hbFGF est const ituee en partie du fragment de 
restriction BssHII-Hindlll dont Les sites sont situes 
respect ivement en position 325 et 1153 de I'ADNc. La sequence est 

25 ccrspletee par un ADN synthetique constitue de deux oligodesoxyribo- 
nuclectides complement a ires formant des extreraites cohesives BssHII 
et Ndel compatibles avec la sequence d'ADNc hbFGF et celLe du prcr- 
moteur du phage T7. Les sequences de ces deux oligonucleotides sont 
les suivantes : 

30 

5' T AT6 66T 6AC C6T GGT CGT GGT CG 3* et 
5' C6CGCGACCACGACCACGGTCACCCA 3' 

(cet artifice permet de remplacer Le codon initiateur naturel 
35 CTG 302 en codon initiateur AT6 et de creer un envi ronnement 
nucLeotidique de ce dernier plus favorable pour I'expression dans 



14 



2642086 



E. ccLi). Les sequences syrthetlques sort chauffees a 100°C pendant 
une r.inute dans un voluire react icnnel de 10 a une concentration 
de 15 pg/rl en taccfon Tris-HCL pH : 7,5 10 mM/NaCl 50 eM. On Laisse 
refroidir graduel lenent jusqu'a tenperature du taboratoire de faton 

05 a hybrider Les deux oligonucleotides- On conserve dans la glace. 

Les Quatres sequences ADK dec rites ci-dessus sont 
asserrblees in vitrc dans un volume react ionnel de 30 \xl et 6 unites 
de I 'enzyme T4 AON ligase (Pharmacia). Les sequences sont raelangees 
dans un racpcrt molaire a L'ADM vecteur, de 2 pour la sequence 

10 hbFGF et celle du terminateur du phage fd et de 100 pour La 
sequence synthetique. La reaction a ete realisee a une tenperature 
du 15°C pendant 16 heures. 

Le proouit de la reaction est mis en contact avec environ 
1G cellules de la souche E. coli MC 1061 dec rite par Casadaban 

15 K.J. CCasadaban K.J. et at., J. of bact. 143/2-1980, 917-981), 
orelablerr.ent traitees au chLorure de calcium 50 mM. Les cellules 
transfcrnees sont etalees sur boites de milieu L soLide additionne 
de 105 p3/"l d' ar.cici nine. On Laisse incuber 16 heures a 37°C. 
Dcuze colcr.ies isclees sont mises en culture en miLieu L additionne 

20 d'ampicil line a 100 (jg/nl final jusqu'a- La phase stationnaire. Les 
pLasnides sent purifies par La methode de lyse alcaline decrite par 
Birnbcir: H.C. et Doly J- CNuc. Ac. Reas., 7-1979) _ Les plasmides 
sont analyses par les enzymes de restriction BssHII, Ndel, BamHI et 
BstEII et selectionnes apres analyse sur gel d'agarose d'apres le 

25 profit theorique des fragments a obtenir. 

Le clone retenu est nonune 409.2, II contient par 
construction Le pLasnide 409.2 represente sur La figure 7 qui 
ccrnprend La sequence codante du hbFGF 210 representee sur la figure 
8 (qui precise egalement La sequence d'acides amines codec). 

30 

2) Expression dans E. coli de I'ADNc du gene recombinant hbFGF 
codant pour une sequence de 210 acides amines 

Le plasmide 409.2 est utilise pour transformer La souche 
E, coli BL21/DE3 inentionnee ci-dessus, prealablement traitee au 
35 chlorure de calciurn 50 mK. Les cellules sont etaLees seLon La 
procedure decrite p.recedemtnent. 



2642086 

15 



Une ccLonie est mise en culture en milieu L additiorine de 
100 yg/ml d'ampicl I line* La culture est effectuee a une temperature 
de 37°C sous agitation a 180 tr/rain jusqu'a une densite opt i que de 

1 roesuree a 600 ran. On centrifuge alors en tube de 1,5 ml un 

g 

05 volume contenant 2.10 ceLlutes qui constitue I'echanti lion teraoin 
avant induction. 

On induit I 'expression de I'ADNc codant pour le hbFGF 
210, en rajoutant a La culture 1 mM d'IPTG. On incube pendant 

2 heures a une temperature de 37°C. On centrifuge un volume 

8 

10 contenant 2.10 cellules qui constitue L'echantillon induit. 

Les culots bacteriens des different s echanti lions sont ' 
repris dans 20 yl d'un tampon Tris-HCl pH : 6,8 ; 60 mM/SDS 2 %/ 
Glycerol 10 %/p2 raercaptoethanol 0,5 X/bleu de bromophenol 0,05 X. 
On fait bouillir 10 min et on conserve dans la glace. Les 

15 echanti I Ions sont soufuis a une electrophorese sur un gel 
denaturant de polyacrylacride a 12,5 % contenant du SDS d'apres les 
procedures decrites par Laenmli U.K. (Nature, 227, 1970, 680-685). 
La separation est effectuee pendant 5 heures a 150 volts en 
presence d'un standard de poids moleculaire et de F6F basique - 

20 tencin Cla forme 1A6 acides amines). Les proteines sont 
transferees sur membrane de nitrocellulose - (Biorad) par 
electrotransfert en tampon Tris 20 niM/Glycine 150 ojM et Methanol 
20 X pendant 3 heures avec une intensite de 200 ©A et a une 
temperature de lO^C. La membrane est mise a saturer apres 

25 transfert dans du tampon Al CTris-HCl pH : 7,A/NaCl 0,9 %) et BSA 

3 % (Bovine Serum ALbumine) pendant 16 heures a une temperature de 
20^C- La membrane est ensuite placee dans 30 ml de tampon Al/BSA 
3 % auquel on rajoute 60 yl d'un serum de lapin immunise par le FGF 
basique pur i fie (forme 146 acides amines). On incube pendant 90 rain 

30 a une temperature de 37°C. On lave la membrane 3 fois pendant 
10 min avec 150 ml de tampon AL, 3 fois pendant 10 min avec 150 ml 
de tampon AI/NP40 0,05 X et de nouveau 3 fois pendant 10 min avec 
150 ml de tampon Al. Les complexes ant i genes-ant i corps sont reveles 
par incubation de la membrane dans 30 ml de tampon Al/BSA 3 % avec 

35 3 pCi(111 KBq) de proteine A-l'*^^. (Ref. NEN) pendant 1 heure a 
20°C. On effectue ensuite les lavages comme decrit precedemroent. 
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La perbrane est scurise a une autoradiographie : une bande supple- 
mentaire d'environ 22 kDa apparait cans I 'echanti Lion induit. 

3) Purification du hb?GF oar chrcraatographie d'af finite 

05 Une culture ce 1 litre de la souche d'E, coli 

BL21ADE3 transforcee par le plasmide 409*2 est effectuee dans des 
ccnditions identiques a celles decrites en 2). Apres induction, les 
cultures sont centrifugees a 5 000 g pendant 10 min et les culots 
de becteries laves avec un meme volume de tampon phosphate 0,^1 K 

10 pH : 6 et a ncuveau centrifuges a 5 000 g pendant 10 min. Les 
cutots sent conserves a une temperature de -20°. 

Le culot cellulaire est resuspendu dans 50 ml d*une 
sclutic? Tris-HCl 10 ruM cH : 7,4/NaCl 0,65M/0,25 X BSA/Leupeptine 
(peptide Institut) 1 eg par ml/Iniprol CAprotinine) (Calbiochero) 

15 1 %/Pecstatir.e A (Sig-.a) 150 pM/Soybean 0,1 mg par ml/EDTA 
1 r,M/P.*:enylmethylsulf cnylfluoride CPHSF) 2 mH. La suspension a ete 
scurnise a ur.e ultrasoni cation, puis centrifugee a 3 000 tr/min. Le 
surnageant a ete recusere puis incube '1 heure a la temperature de 
37°C en presence de DNAse I a 6 mg/ml. Le surnageant a ete 

2G additicnne de 40 ml de la solution decrite ci-dessus, puis applique 
sur une colonne d'heparine sepharose de 10 ml prealablement tanr- 
pcnnee avec une solution Tris HCl 10 raM pH ; 7,4/NaC I 0,65 H/E&TA 

1 nPl- La colonne a ete lavee avec cette meme solution puis avec une 
solution TrisHCl 10 rJA pH : 7,4/NaCl 1 M/EDTA 1 niM. L'hbFGF a ete 

25 eluee avec 10 ml d*une solution Tris HCl 10 mH pK : 7,4/NaCl 

2 M/E07A 0,3 raM en fractions de 1 mU 

Un echanti I Ion de chacune des fractions d'elution a ete 
scumis a une electrophcrese sur un gel de polyacrylamide a 14 Z 
en presence de SDS. Les proteines du gel ont ete revelees par la 

33 technique de coloration a I' argent CBiorad). Les fractions conte- 
nant une bande de 22,5 kDa ont et-e rassemblees. Un echanti I Ion du 
pool obtenu a ete analyse sur un gel de polyacrylamide (Cf, 
Fig. 13). La concentration d'hbFGF ainsi purifiee a ete estimee a 
20 pg/ml (volume total 10 ml), par comparaison avec du bFGF de 146 

35 acides amines deja quant i fie. 



2642086 

17 

A) Determination de la sequence amino terminale du hbFGF 

500 pL du hbFGF purifie en 3) ont ete injectes sur une 
colonne HPLC (2^1 x 100 imn) de phase inverse (Brownlee). Un 

05 gradient continu de 1 a 60 % d'acetonitri le, 0,1 % d*acide 
trif luoroacetique, a ete applique pendant 10 roin. La detection de 
I'eluat a ete realisee a 220 nm. Le prof i I d*elution presente 
cinq pics F-j, F^, F^, F^, F^ (Cf. Fig- 14). La surface du pic 
F2 (pic majoritai re) represente plus de 70 % de la sorame des 

10 surfaces des cinq pics d'elution. La fraction proteique 
correspondant au pic d'elution F^ a ete recoltee C4 a 8 jjg de 
proteine) et sequencee a parti r de I'extremite amino terminale sur 
ur, sequenceur 470 A d* Applied Biosysteros- La sequence proteique 
antino terminale suivante 55 acides amines a ainsi ete obtenue : 

GlyAspArgGlyArgGlyArgAlaLeuProGlyGlyArgLeuGlyGlyArgGlyArg 
GlyArgAlaPrcGluArgValGlyGlyArgGlyArgGlyArg X ThrAlaAlaProArg 
AlaAlaProAlaALaArg X X ArgProGlyProAla X X Met 

20 (dans la sequence ci-dessus, X represente les acides amines non 
deternines) - 

Cette sequence est identique, cocroe attendu, a celle 
deduite du gene recombinant hbFGF codant pour une sequence de 210 
acides amines (Cf. Fig- 8), a I 'exception du premier acide amine de 
25 cette derniere, la methionine d' initiation, absente ici a 
I'extremite amino terminale. Celle-ci a done probablement ete 
elitninee au cours d'un processus de maturation post-traductionnel-. 

5) Determination de I'activite mitogene du hbFGF 

30 L'activite mitogene du hbFGF purifie en 3) a ete 

deterninee sur des cellules endotheliades aortiques de bovin (ABAE) 
ccwnme suit : les cellules ont ete etalees a 1,5 x 10^ cellules par 
boite de 35 mm de diaraetre dans du DHEM (milieu d* Eagle modifie par 
Dulbecco) additionne de 10 % de serum de veau (Seromed). Du hbFGF 

35 de 22,5 kDa a ete ajoute dans le milieu tous les deux jours. 
L'activite mitogene a ete deterroinee par comptage des cellules 
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ABAE, a L'a-ide d'un con;pteur a cellules CCoultronic) cinq jours 
acres I'etalement- Un temoin positif a ete realise avec du bFGF 
recorcinant (E. coli) de 17 kOa (146 acides amines). 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 9. 
05 Celle-ci montre que la forme lourde du hbFSF de 22,5 kDa 

prpdjite a parti r du gene recombinant exprioe dans £.' coli est 
biolcgiquement active. 

EXEMPLE 3 : Expression de genes recombinants hbFGF dans les cellu- 
1C les eucaryotes pour detrtontrer la realite biologique 

de I 'initiation sur les codons non usuels mis en evi- 
dence dans I'exenple 1 

1) Construct -icr. des vecteurs d'expression 

15 Le fr8gr:ent de restriction de I'ADNc hbFGF entre dans le 

site Hindlll present en anient de I'ADNc (Cf. Fig- 1) et le site 
BaLl (posit icr. 9^3) a ete purifie sur gel d' agarose 1 % par la 
rtethcce "Gene Clean" (OZYKE). Le site cohesif Hindlll a ete 
part iei le^ent renoli par action de I'ADN polymerase de T4 

23 (Pharracia) en presence de nucleotides dATP et dGTP. Ce fragment a 
ete scus-cLcne dans le polylinker de I'ADU du vecteur d'expression 
de I'ACr: poly.-nerese de T4 en presence de nucleotides dCTP et dTTP, 
et le site Snal. La construction obtenue est appelee pSVLhfaFGF 
AT6* CCf. Fig. 10) , Une seconde construction a ete realisee de 

25 maniere identique nais avec un ADNc hbFGF mute, dans lequel Le 
codon ATG 467 a ete reinplace par le codon 6TG par mutagenese 
dirigee par un oligonucleotide synthetique, comne decrit dans 
l'exer.ple 1-3). La construction plasmidique obtenue est appelee 
pSVL hbFGF ATG . Une troisieme construction si mi la ire au plasmide 

30 p3VL hbFGF ATG*, mais dans laquelle la parti e de I'ADNc hbFGF 
situee en amont du site Apal (position 455) a ete deletee, a ete 
realisee. Elle est nommee pSVLhbFGFA. 

2) Transfection dans les cellules COS-3 

35 Les cellules de singe COS-3 ont ete cultivees dans des 

boites de 100 mm de diametre dans le milieu d'Eagle modifie par 
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DuLbecco (DHEK)^ additionne de 10 % de serum foetal de veau (Gibco 
BRL) a une temperature de 37^C et en presence de 5 % de gaz carbo- 
nique. 1,5 a 2 x 10^ cellules COS ont ete transfectees avec 20 \ig 
d'ADN plasmidique <pSVL hbFGF ATG"*", pSVL hbFGF ATG" ou pSVL hbFGFA) 
dans 5 nil de DHEn/10 % de serum foetal de veau/200 pg/ml de Di- 
ethyl ami noethyl-dext ran/1 00 pPl en chloroquine. Apres une incubation 
de 5 heures, a une temperature de 37°C, le melange de transfection 
est enleve. Les cellules sont rincees avec une solution de tampon 
phosphate (PBS) et trai tees pendant une minute avec une solution 
de PBS a 10 % de dimethylsulfoxyde puis rincees a nouveau deux 
fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite incubees pendant 
65 heures dans du OIAEIA a 0,5 X de serum foetal de veau. 

Les cellules COS transfectees ont ete decollees 
mecaniquement et soumises a une cent rifugat ion. Les culots 

cellulaires ont ete laves deux fois avec du PBS, resuspendus a la 

7 

concentration du 10 celLules/ml dans du PBS additionne de 0,2 % 
d'albumine de serum faovin CBSA) . Apres lyse par " ultrasons, les 
extraits ont ete centrifuges a 12 000 g et les culots elimines. 

3) Analyse des extraits de cellules COS par electrophorese et 
revelation a I'aide du serum de lapin immunise contre du bFGF (Of, 
exemple 2.2)) : 25 pi des extraits de cellules COS preparees en 2) 
ont ete fractionnes par electrophorese sur gel de polyacrylamide 
10 % en presence de SDS. Les proteines du gel sont transferees sur' 
membrane de nitrocellulose par la technique d'electrotransfert. La 
membrane est incubee avec le serum. Les complexes ant i corps-ant i- 
genes sont reveles par de La proteine A radiomarquee a LMode 125 
(NE^f). Une autoradiographic de la membrane a ete real i see. 

L'autoradiogramme est reproduit sur la figure 11. 

Pour I'extrait de cellules COS transfectees par Le 
plasmide pSVL hbFGF ATG (piste 3), on observe une bande dominante 
de 18 kDa approximativeraent et pLusieurs bandes roineures de plus 
haut poids moleculaire. Ces memes bandes mineures sont retrouvees, 
avec la roeme intensite, pour I'extrait de cellules COS transfectees 
par Le plasmide pSVL hbFGF ATG (piste A). Ou fait du remplacement 
du codon ATG a la position 467 par un codon 6TG, la bande de 18 kDa 
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est -forte-ent dir:inuee, dans cet extract, Seule la bande de 18 kDa 
CdedGjblee) est presente pour I'extrait de cellules COS trans- 
fectees par le plasmide pSVL hbFGFA (p-iste 5). 

L'autoradiograrome revele d* autre part que I'extrait de 
05 cellules COS transfectees par le plamisde pSVL hbFGF ATG* renferme 
une q;ianfite globale d* hbFGF beaucoup plus importante que I'extrait 
des cellules COS tranfectees par le plasmide pSVL hbFGF ATG". 

4) Deternination de I'activite mitogene des extraits de cellules 

10 COS transfectees, 

L'activit^ mitogene des extraits obtenus en 2) a ete 

deter'-i^nee sur des cellules endctheliales aortiques de bovin CABAE) 

4 

ccnre suit : les cellules ont ete eta Lees a 2 x 10 cellules par 
boite de 35 de dianietre dans du milieu DHEM additionne de 10 % 
15 de serur. de veau CSeronted). 2,5 ijM de chaque extrait COS ont ete 
ajcutes tcus les deux jours. L'activite mitogene a ete determinee 
par ccrctage de cellules ABAE cinq jours apres I'etalement. Les 
resuLtats obtenus sont rassen:bles dans le tableau 1 ci-apres. 

20 TABLEAU 1 : Activite mitogene des *ext raits des cellules COS 

transfectees 
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Echantillon ajoute au milieu 
de cellules ABAE 

1 


Nombres de cellules par 
bonte apres 5 Jours 


Extrait des cellules COS-3 transfec* | 
tees par pSVL hbFGF ATG'*" 

1 


7,3 X 10^ 


Extrait des cellules COS-3 transfec- 
tees par pSVL hbFGF ATG* 


9,1 xlO^ 


Extrait des cellules COS-3 transfec- 
tees par pSVL hbFGFA 


8,7 X 10^ 

* 

1 
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i Extrait des cellules COS-3 transfec- 
tees par pSVL (temoin negatif) 


2,5 X 10^ - 

i 
i 


1 ng de bF6F recombinant ce 17 kOa 
(146 acides amines) produit dans 
Escherichia coli 
Ctenoin positif) 




Pas d'adjoncticn 


; 1,2 X 10^ 



Le tableau 1 ntontre que L*extrait de cellules transfec- 
15 . tees par pSVL hbFGF ATG est capable de stimuler la division 
cellulaire des cellules endotheliales ABAE. L'ATG a La position 467 
n'est dene pas indispensable a la synthese de hbFGF biologiquement 
actif* Ce resultat, dans les cellules eucaryotes, corrobore ceux 
develccpes dans I'exempLe 1, dans lequel il est dement re in vitro 
2C I 'existence de cocicns initiateurs de traduction non usuels en amont 
de I 'ATG 467. 

D* autre part, il apparait que L'activite mise en evidence 
dans I'extrait de cellules COS transfectees par le plasraide pSVL 
hbFGF ATG est voisine, voire meiUeure, que eel Le decelee dans 

25 I'extrait de cellules COS transfectees par le plasmide pSVL hbFGF 
ATG . Or le premier extrait contient une quant ite globale d' hbFGF 
tres inferieure a celle du deuxieme extrait <Cf. 3) ci-dessus). Ces 
resuLtats montrent une activite mitogene des formes de hbFGF de 
haut poids moLeculaire mises en evidence par les bandes mineures de 

30 I ' auto r ad iograratae presente en 3) ci-dessus- 

5) Capacite des extraits a stimuler la synthese d'ADN dans les cel- 
lules BALB/C 3T3, 

Les cellules BABL/C 3T3 ont ete cultivees dans des 
35 plaques de mi crot it ration de 96 puits dans du milieu DHEK 
additionne de 10 % de serum foetal.de veau. Apres 7 jours de 
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cult-re, le milieu de culture des cellules BALB/C 3T3 en phase 
staticn.ra*»'*e a ete additionne de thyoidine tritiee (H^) (Anershaa:) 
et de vctuTies variables d'extraits de cellules COS preparees en 2). 
Apres 48 heures d'lncubation, les cellules BALB/C 3T3 ont ete 
collectees par action de la trypsine et la quantite de thymidine 
<H^) ir.ccrporee a ete raesuree. 

Les resultats ofatenus sont repertories dans la figure 12. 
II apparait que I'extrait de cellules COS transfectees par Le 
plasrice pSVL hbFGF ATG est capable de stimuler la synthese d*Mn 
des cellules BALS/C 3T3, resultat qui corrobore ceux developpes en 
A) ci-cessus ou il est etabli que cet extrait est capable de stitau- 
ler La division cetlulaire des cellules endotheliales ABAE. 

Cette etude (exectple 3) a ete reatisee en maintenant les 
coders c* initiation non usuels peu efficaces, notanunent les CT6 302 
et CTG 3^4, afin de r.ettre en evidence la realite biologique de 
I'in^tiaticn de La traduction sur ces codons, deja deraontree in 
VI t rc ca-s I'exencle 1. IL est evident pour I'homme du metier que 
dans bv.t de surproduction d'une forme Lourde du hbFGF le codcn 
d'in-jtiation usuel ATG (plus efficace) sera utilise dans le gene 
recorbinant, comn-e cela a ete fait pour produire la forme de 209 
acides a-iines dans Escherichia coli CCf. exeinple 2 ci-dessus). 
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REVEHDICATIONS 

1. Gene recombinant comportant une sequence d'ADN codanr 

pour un facteur basique de croissance des f ibrcbLastes, 
05 caracterise en ce que celLe-ci code pour une proteine dont La 
sequence coRprend une preniere sous-sequence : 

X AlaAlaGlySer 

ILeThrThrLeuProAlaLeuProGLuAspGLyGlySerGlyAlaPheProProGlyHis 
1 0 PheLy sAspPrcLy s ArgLeuTy rCysLysAsnG LyG LyPhePheLeuArgI leHi sPro 

AspGlyArgyalAscGlyVoLArgGluLysSerAspProHisILeLysLeuGlnLeuGLn 
ALaGluGLuArcGlyValValSerlleLysGlyVatCysALaAsnArgTyrLeuALaMet 
LysGluKSpGlyArcLeuLeuALaSerLysCysVaLThrAspGLuCysPhePhePheGLu 
ArgLeuGluSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVaL 
15 ALeUeuLysArcThrGlyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGlyProGlyGlnLysALa 

« 

ILeLeuPheLeuProMetSerAlaLysSer 

dar.s Laquelle X represent* I'un quelconque des vingt acides amines 
du code genet ique, 

20 en anont de cette sous-sequence une deuxierae sous^sequence cons- 

-tituee de 1'enser.bLe ou d'une partie tronquee dans sa partie aiaont 

et cor.portant plus de deux acides amines de La suite : 

LeuG L yA spArcG L y ArgG LyArgA L aUeuProG LyG LyAr gLeuG LyGLyArgG Ly Arg 
25 GLyArgALaPrcGluArgVaLGLyGlyArgGLyArgGLyArgGLyThrAlaAlaProArg 
ALaAleProALaAlaArgGLySerArgProGlyProALaGLythr 

et en atnont de cette deuxieme sous-s4quence eventuellement une 
methionine. 

30 2. Gene selon la revendi cation 1^ caracterise en ce que X 

est chcisi parni La methionine, la valine, la leucine et 
L • isoLeucine. 

3. Gene seLon La revendication 2, caracterise en ce que sa 

sequence d'ADN code pour une proteine dont La sequence est 
35 constituee de la sequence ci-apres : 
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GLyAspArgG LyArgG LyArgA laLeuProG LyG lyArgLeuGLyG LyArgG lyArg 
GLyArgALaPrcGLuArgVaLGlyGlyArgGLyArgGlyArgGLyThrAlaAlaProArg 
AleAlaProAlsALaArgGLySerArgProGlyProALaGLyThrWetALaALaGLySer 
IleThrThrLeuProAlaLeuProGLuAspGtyGlySerGlyAlaPheProProGlyHis 

C5 PneLysAspPrcLysArgLeuTyrCysLysAnsGlyGLyPhePheLeuArglLeHisPro 
AspGLyArgVoLAspGtyValArgGluLysSerAspProHisIleLysLeuGlnLeuGIn 
ALeGLuGLuArgGLyValValSerlLeLysGlyVaLCysALaAsnArgTyrLeuAlaHet 
LysGLuAspGlyArgLeuLeuALaSerLysCysVaLThrAspGLuCysPhePhePheGlu 
ArgLeuGLuSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 

1Q AlaLeuLysArgThrGlyGLnTyrLysLeuGLySerLysThrGLyProGLyGlnLysAla 
ILeLeuPheLeuPrcMetSerALaLysSer, 

precedee eventiielLernent d'tine methionine. 

4. Gene selcn la revendi cation 2, caracterise en ce que sa 
15 sequerce d'ADr: code pou'* une proteine dont La sequence est 

ccr.st fti-ee de La se:;jence ci-^apres : 

GLyGLyArgGLyArg 

GLy/ircALaPrcG[.uArGVaL6ly6 LyArgG LyArgGLyArgGLyThrALaALaProArc 
2C AleALcPrcAlaALaArgGLySerArgProGLyProALaGLyThrHetAlaALaGLySer 
IleThrThrLeuProALaLetiProGLuAspGLyGLySerGLyALaPheProProGlyHis 
Pr.^LysAspPrcLysArgLeuTyrCysLysAsnGLyGLyPhePheLeuArglLeHisPro 
AscGlyArgVaLAspGLyVaLArgGLuLysSerAspProHisILeLysLeuGLnLeuGLn 
AlacLuGLuArgGlyVaLVaLSerlLeLysGLyVatCysALaAsnArgTyrLeuAlaWet 
25 LysGLuAspGLyArgLeuLeuALaSerLysCysValThrAspGLuCysPhePhePheGLu 
ArcLeuGLuSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 
ALsLeuLysArgThrGLyGLnTyrLysLeuGLySerLysThrGLyProGLyGLnLysALa - 
lleLeuPheLeuProMetSerAlaLysSer, 

30 precedee eventuelLenent d'une methionine- 

5. Gene seLon La revendi cat-ion 2, caracterise en ce que sa 
sequence d'ADfJ comprend une premiere sous-sequence : 

^1 ^2 V3G^AGCCGGGAGC 

35 ATCACCAC6CTGCCCGCCTTGCCCGAGGATGGCGGCA6CGGC6CCTTCCCGCCCG6CCAC 
TTCAAGGACCCCAAGCGGCTGTACT6CAAAAACGG66GCTTCTTCCTGCGCATCCACCCC 
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GAC6GCCGA6TT6ACGGGSTCCGG6AGAA6AGCGACCCTCACATCAA6CTACAACTTCAA . 

GCAGAA6AGAGAG6AGTTGTGTCTATCAAAG6AGTGTGTGCTAACC6TTACCTGGCTATG 

AAG6AAGATG6AAGATTACT6GCTTCTAAATGT6TTAC6GATGAGT6TTTCTTTTTTGAA 

C6ATTGGAATCTAATAACTACAATACTTACC6GTCAAGGAAATACACCAGTTGGTAT6T6 

6CACTGAAACGAACTGGGCA6TATAAACTTGGATCCAAAACA66ACCT66GCA6AAAGCT 

ATACTTTTTCTTCCAATGTCTGCTAA6AGCTGA 

dans laquelle W^, W^, representent un codon susceptible d'etre 
traduit en tneth-ionine, valine. Leucine ou isoleucine^ 
en amont de cette sous-sequence une deuxietne sous-sequence const 
tuee de I 'ensemble ou d'une partie tronquee dans sa partie amont 
d'un nombre entler de codons et comportant plus de deux codons de 
la suite : 

CTGGGGGACCGCGGGCGCGGCCGCGC6CTGCCGGGC6GGAGGCT6GGGGGCCGGGGCC6G 
GGCCGTGCCCCGGAGC6GGTCGGAGGCCGGGGCCGG6GCC66GGGACGGCGGCTCCCCGC 
GCGGCTCCAGCG6CTC6G66ATCCCG6CCG6GCCCCGCAGGGACC 

et en snont de cette deux i erne sous-sequence un codon ATG. 

6. Gene selon la revendication 5 caracterise en ce que la 
deuxieme sous-sequence est t'une des sous-sequences ci-apres : 

GGGGACCGCGGGCGCGGCCGCGC6CTGCCG6GCGGGAGGCTGGGGGGCC6GG6CCGG 
GGCCGTGCCCCGGAGCGGGTCG6AGGCCGGGGCCGGGGCCGGG6GACGGCGGCTCCCCGC 
GCGGCTCCAGCGGCTC6GGGATCCCG6CC6GGCCCCGCAGG6ACC 

et 

GG6G6CC6G6GCC6G 

GGCCGTGCCCCGGA6CGGGTC6GAGGCCGGGGCCGGGGCCGGGGGACGGCG6CTCCCCGC 
GC6GCTCCA6C66CTCGG66ATCCCGGCCGGGCCCCGCAG6GACC 

7. Gene selon la revendication 3,. caracterise en ce que sa 
sequence d'ADt4 est la suivante i 

ATGGGT6ACCGTGGTC6TGGTCGCGCGCTGCCGGGCGGGAGGCTGGG6GGCCGGGGCCG6 
GGCCGTGCCCCGGAGCGGGtCGGAGGCCGGGGCCGGGGCCGGGGGACGGCGGCTCCCCGC 
GCGGCTCCAGCGGCTCGGGGATCCCGGCCGGGCCCCGCAGGGACCATGGCAGCCGGGAGC 
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ATCACCACGCTGCCCGCCTTGCCCGAGGATGGCGGCAGC6GCGCCTTCCCGCCCGGCCAC 
TTCAAGGACCCCAAGCGGCTGTACT6CAAAAAC6GGGGCTTCTTCCTGC6CATCCACCCC 
GACGSCCGA6TTGACGGGGTCCG6GAGAAGA6CGACCCTCACATCAAGCTACAACTTCAA 
GCAGAAGAGAGAG6A6TT6TGTCTATCAAAGGAGT6TGTGCTAACCGTTACCTGGCTATG 
05 AA6GAAGAT6GAAGATTACTG6CTTCTAAATGTGTTACGGATGAGT6TTTCTTTTTTGAA 
. C6ATTGGAATCTAATAACTACAATACTTACCGGTCAAGGAAATACACCAGTTGGTATGTG 
GCACTGAAACGAACT6G6CA6TATAAACTTGGATCCAAAACAGGACCT6GGCAGAAAGCT 
ATACTTTTTCTTCCAATGTCTGCTAAGAGCTGA 

10 8- Vecteur d' expression, caracterise en ce qu'il porte, avec 

les r.cyeas necessaires a son expression, une sequence selon I'tjne 
ces revendi cations 1 a 7. 

9. CeLLules eucaryotes, caracterisees en ce qa'elles sent 

transfectees par un vecteur d'expression selon La revendi cation 8- 
15 10. Ki crcorganisnes prccaryotes, caracterises en ce qu'ils 

ccit ennent u'^ vecteur d'expression selon la revendication 8. 
11. PiicrcorGanisjfes procaryotes selon la revendication 10, 

caracterises en ce qu'ils appartiennent a I'espece Escherichia 
ccLi, 

2C 12- Facteur basique de croissance' des f ifaroblastes, caracte- 

rise en ce cje sa sequence conprend une premiere sous-sequence : 

X AlaAlaGlySer 

IleThrThrLeuProAlaLeuProGLuAspGlyGlySerGlyAlaPheProProGlyHis 
25 PheLysAspProLysArgLeuTyrCysLysAsnGlyGlyPhePheLeuArglleHisPro 
AspGlyArgVa LAspGlyVa LArgG luLysSerAspProHi si leLysLeuGlnLeuGln 
AlaGluGluArgGlyValValSerlleLysGlyValCysAlaAsnArgTyrLeuAlaHet 
LysGluAspGlyArgLeuLeuAlaSerLysCysValThrAspGluCysPhePhePheGlu 
ArgLeuGluSerAsnAsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 
30 AlaLeuLysArgThrGlyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGlyProGlyGlnLysAla 
lleLeuPheLeuProMetSerAlaLysSer 

dans Laquelle X represente I'un quelconque des vingt acides amines 
du code genet i que, 

35 
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en amont de cette sous-sequence une seconcie sous-seauence const i- 
tuee de I'ensenble cu d'une partie tronquee dans sa partie arront 
et comport ant plus de deux acides amines de La suite : 

05 LeuGLyAspArgGlyArgGlyArgAlaLeuProGlyGlyArgLeuGLyGlyArgGLyArg 
GlyArgAlaProGLuArgValGlyGLyArgGlyArgGLyArgGlyThrALaALaProArg 
ALaAlaProAloAlaArgGLySerArgProGlyProALaGlyThr 

et en amcnt de cette sous-sequence eventuellement une methionine. 
10 13. Facteur selon La revendicstion 1?, caracterise en ce que 

sa sequence est constitute de La sequence suivante : 

GlyAspArgGLyArgGLyArgAlaLeuProGlyGLyArgLeuGLyGlyArgGlyArg 
GlyArcAlaProGluArgVaLGLyGlyArgGlyArgGLyArgGlyThrALaAlaProArg 

15 ALoAtaProAlaAlaArgGLySerArgProGLyProALaGLyThrMetALaAlaGlySer 
IleThrThrLeuPrcAlaLeuProGluAspGlyGLySerGLyALaPheProProGlyHis 
PheLysAscPrctysArgLeuTyrCysLysAsnGlyGLyPhePheLeuArglLeHisPro 
AspGLyArgValAspGlyValArgGLuLysSerAspPrcHi si LeLysLeuGlnLeuGln 
ALaGLuGluAr9GLyVal\^aLSerIleLys6tyV3lCysAlaAsnArgTyrUeuAlaMet 

20 LysGluAspGLyArgLeuLeuALaSerLysCysVaLThrAspGtuCysPhePhePheGLu 
ArgLeuGluSerAsr.AsnTyrAsnThrTyrArgSerArgLysTyrThrSerTrpTyrVal 
AlsLeuLysArgTnrGLyGlnTyrLysLeuGlySerLysThrGLyProGlyGLnLysALa 
I LeLeuPheLeuProMetSerAlaLysSer, 

25 precedee eventuelLenent d'une methionine. 

1A, Facteur seLon la revendication 12, caracterise en ce que 

sa sequence est const ituee de la sequence suivante : 

GtyGlyArgGLyArg 

3D GLyArgALaProGLuArgVatGlyGLyArgGLyArgGlyArgGlyThrAlaAlaProArg 
ALaAtaProALaALaArgGlySerArgProGlyProAlaGlyThrHetAlaALaGlySer 
IleThrThrLeuProALaLeuProGluAspGlyGLySerGLyALaPheProProGLyHis 
PheLysAEpProLysArgLeuTyrCyslysAsnGLyGlyPhePheLeuArglleHisPro 
AspGlyArgValAspGlyValArgGLuLysSerAspProHi si LeLysLeuGlnLeuGln 

35 AlaGluGluArgGlyValValSerlleLysGlyValCysALaAsnArgTyrLeuALaMet 
LysGLuAspGLyArgLeuLeuAlaSerLysCysVaLThrAspGLuCysPhePhePheGLu 
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ArgLeuG laSe r AsnAsr.Ty rAsnTh rTy rArgSer A rcLy sTy rTh rSe rTrpTyrVa L 
AlaLeuLysArcThrGlyGLnTyrLysLeuGlySerLysThrGtyProGLyGlnLysAla 
IleLeuPheLeuPrcKetSerALaLysSer 

precedee eventuet Cerent d'une oethicnine- 

15. Nedi Calient, caracterise en c« qu'il contient un facteur 

basique de croissance seLcr. L*une ces revend"! cat ions 12 a 14. 
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Its 3lt*3 potentiels de polyadenylation sont soxilignds. 
Lea codons £16c2i^a 3ont troid cod cms potentlels 
d'initiatica de la traduction. 
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POSITIONS DES mrrATIONS KEALISEES SDR L'ADNc hbFS' 



± 



. 4 



® 

29C TIC 380 

iGCGGCTCGfiGGcTKGCC-CCGCGGGCGa^CCGCGaJCTGCCGGG^^ 

UniClyAspArgZtyArgClyArgAlaLeuProClyCtyArgt^CtyClyArs^^ 



389 TCA CTC 480 

:G:::v::::c:CC3GGGCHCaGCGGCTCCCCGCGCGGCTrCAGCGGCTCGGGGATCCCGGCa;GGCCra 

\rgGl\^rQCt\ArgGlyTtrAlaAtoProArgAtaAtcProAlaAlaAc^lyS^rArgproClyFroAlaCly7hr9UtAtaAtaCtyS€rlieTttr 



L©s oodoitf axrt^s stmt pojdltionnfc 4th-dwsi» du oodoa s«ixrtg». 
les ilecl^ indiqqeut tme se^wc© repete*.* 

l*s tcides tniitts soulignfs positiopTtfat trois «it« poUnta»ls 
d*udti«tioii de traductioa. 
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TOADOCnON IN YITRO D'ARN hbFGF OBTTNUS 
PAR TOAMSCRIPnON IK VITOO D'ADNc hbrSF 



1 2 3 4 5 6 




1 - temom ncg&tif 

2 - ADNc bbPGI* sans AUtation 

3 - ADKc W)F(a* avec codon ATC 467 mxlt cn GTG 

4 . • • • GGA 440 " TGA {codon stop) 

5 - • " • CTG 302 * TTC 
e - • • . ■ CTC 302 " ATC 
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CARTE DU PLASHTOS D'lXPP rSSIOK 409-2 



7//4 



Hindlll 
ecoRV 



EcoRV 

BataHI 




Bssmi 
BstEII 

AQN-synthetique 
Ndel 
Bglll 
2000 



3000 

Praaotour ptsi^iO dU pttag9 77 : positions iOOB^iTZi 
SftQUAAcs hbFBP-ZiOaa : positions iTSO- 867 
rerainstsup tfu pftspt ftf ; positions e6&* 5iff 

rsrsinstsur pAi-i0 tfti p/isffs 1Z positions 515- 383 
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SEQUENCE CnPA ffTF Dtf hhFKF DF 1?T0 ArmFg AMINES 
DU PLASniDE 409-2 



A rGGGTGACCCTGGT CGT GGT CGCGCGCTG CCGGGCGGGAGGCTGGGGGGCCGGGGCCGG 
He iG l%jA%pAr3G t^^rgGlijArg^ tateu ProG lijG lyflrgLeuGlyG lyArgGtyArg 

GGCCGTGCCCCGGPGCGGGTCGGAGGCCGG GGCCGGGGCCGGGGGACGGCGGCTCCCCGC 
6 1 yfl rg A I aP r oG I uP rgua t G I i^G I g A rg G I g A rgG I gA rgG I gTh r A I a A I aP roA rg 

GCGGCTCCftCiCGGCTCGGGGATCCCGGCCG 6GCCCCGCAG6GACCAT6GCAGCCGG6AGC 
A laA taProAIaA laArgG tgSerArgPro G IgProA laG IgTtirHetA laAlaG IgSer 

ATCfiCCACGCTGCCCGCCTTGCCCGAGGAT GGCGGCAGCGGCGCCTTCCCGCCCGGCCAC 
I leThrThrLeuProAlaLeuProGluAsp GlgGIgSerGlgAiaPhaProProGlgHis 

TTCAAGGACCCCAAGCGGCTGTACTGCAAA AACGGGG6CTTCTTCXTGCGCATCCACCCC 
PheLgsAipProLysArgLeuTyrCysLgs AsnGlgGlgPhePheLeuArgI leHiaPro 

GACGGCCGA6TTGACGGGGTCCGGGAGAAG AGCGACCCTCftCATCAAGCtACftfWTTTCAA 
AspGlgArgUalAspG IgUalArgG luLgs SerAspProHi si leLgsLeuGlnLeuGIn 

GC AGAAGAGAGAGGAGTTGTGTCT ATCAAA GGAG rGTGTGCTAACCGTTACCTGGCTATQ 
AtaGtuGluArgGlgVatValSerl leLgs GIgUa ICgaAIaAsnArgTyrCeuAlaMet 

AAGGAAGAT6GAA6ATTACTGGCTTCTAAA TGTGTTACGGATGAGTGTTTCTTTTTTGAA 
LgsGluAspGIyArgL«uLeuAtaS«rtg3 CgsUa IThrAapGluCgsPhePhePheGiu 

CGATTGGAATCTAATAACTACAATACTTAC CGGTCAAGGAAATACACCAGTT6GTATGTG 
ArgLftuGluS«.rA»r\A3nTgrft*nThrTyr ArgSerArgUgsTgrTlirSerTrpTyrVa I 

GCACT6AAACGAACTGG6CAGTATAAACTT GGATCCAAAACAGGACCTGOGCAGAAAGCT 
A laLeuLyaArgThrG lyG InTgrLgsLeu G lySerLysThrG tyProG lyG (nLgsA la 

ATACTTTTTCTTCCAATGTCTGCTAAGAGC TGA 
I leLcoPh^LeuProMctScrAlaLyaSer End 



paints iMlqxent les iraclMtldes ttodlilfo ptr r%pport i 3a 
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CARTE DU PLAShlDE P-EXPRESSION dSVL hbFGF ATG * 




2642086 

AKiLYSE DES E7m&IT3 DE CELLULES C03-3 
PAR nOIDHO-TOANSFERT 



1 2 3 4 5 




17kD 



V 



1 - bFGF reco&binant de 17 ko prodult dans E.Coli 

2 - Ext rait cellules COS transf ect^es par pSVL 

3 - " " * pSTL IMGE ATC* 

4 - ^ ■ . • • pSTL HblGE ATC" 

5 - • • . " . pSVL hbKJiE A 
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CAPACnS DZS EimiTS DE OILDLZS COS A IHDDIfiE 
LA S7NTHESE D'ADK DAKS LES dLLDLES BALB/C 3T3 




A - Eztrait cellules COS traitsfect6es par pSTL ViSEfX A 
B - ■ ■ ■ pS^ UjFGF AT5* 

C - • - • • pS1?L KbFGF ATC- 

D - • ■ • pSTL 
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ANALVSE DU hbFGF 22.5kD PURIFIE PAR HEPARINE SEPHAROSE'. 



1 2,3 et 4 - 500ng. lOOog ,50iig et 15ng de V!& VKb (guMie teKon) 

5,6 et 7- lM,5j,a et 10{A de liFW 22,5kD 




* 
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PURIFICATIOH DU hbFGF 22.5kD PAR CHRQI-IATOGRAPHIE D'AFFINITE 

HFLC EN PHASE IMVERSE 




